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1. 成功预测了 Rab39A 的特异性抗原表位，并制备了抗原。 
2. 免疫新西兰兔，成功制备了抗 Rab39A 的特异性抗体，用于 Western Blot
和免疫荧光检测。 
3. 通过酵母双杂交获得了一些与 Rab39A 相互作用的候选蛋白，为我们的进
一步研究提供了重要线索。 















抗 Rab39A 多克隆抗体的制备检测及 Rab39A 相互作用蛋白的筛选鉴定 
 
 2  
Abstract 
Rab/Ypt/Sec4 proteins comprise the important small GTPase in Ras superfamily, 
which play an essential role in regulating the transport passway of intracellular 
membrane vesicle. Rab39 is a novel Rab protein, which contains Rab39A and 
Rab39B located on NO.11 chromosome and X chromosome respectively but sharing 
high identity. By now there is no comprehensive understanding about Rab39.  
In order to prepare anti-Rab39A antibody for further study, we analysised the 
amino acid sequence and selected 42 amino acids of c-terminal of Rab39A 
(176-217aa), which has high immunogenicity specificity. We amplified the DNA code 
sequence of Rab39A’s 42 amino acids on c-terminal through PCR amplification, and 
constructed the pGEX-4T-1-Rab39C42 plasmid. We obtained the GST-Rab39C42 
fusion protein through inducing expression and purification, then we immunized the 
healthy New Zealand rabbit and prepared the anti-Rab39A antibody. The antibody 
could specificly react with the exogenous and endogenous Rab39A in Western Blot, 
otherwise, it could react with the endogenous Rab39A in immunofluorescence. 
The yeast-two-hybrid system is an effective method of seeking for proteins 
interacted with the target protein.In order to study the function of Rab39A, we adopt 
the yeast-two-hybrid method and made Rab39A as the bait protein to screen the 
Rab39A interating proteins. At first, what we did is to construct the pGBKT7-Rab39A 
plasmid, and then transformed it into AH109 yeast strain. After checking its toxicity 
and self-activated ability, we made it mate with Y187 which contains the library. 
Finally, we got the relative information about the genes screened through DNA 
sequence and blast analysis in NCBI. In this way we selected our interested genes and 
transformed them into Y187 yeast strain again, then mate with AH109 which 
transformed by pGBKT7-Rab39A, at the same time, the one which mate with AH109 
transformed by pGBKT7 vector is as control sothat confirm their interation. We also 
affirm the interation between screened proteins and Rab39A through 
immunofluorescence and GST-pulldown. 
The conclusion shows as below: 
1．Predicted the specific antigen epitope and made the antigen successfully. 
2．Immunized the New Zealand rabbit and made the anti-Rab39A antibody 
successfully which could be applied in Western-blot and immunofluorescence. 













抗 Rab39A 多克隆抗体的制备检测及 Rab39A 相互作用蛋白的筛选鉴定 
 
 3  
yeast-two-hybrid, which provide the important clues for further study. 
4．Found that Rab39A interacts with AP4 through yeast-two-hybrid, 
immunofluorescence and GST-pulldown. 
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第一章 前言 
1.1 Rab 蛋白背景及研究现状 
1.1.1 Ras 超家族 
Ras 超家族属于单体小分子 GTP 酶，它与异源三聚体 G 蛋白中的 α 亚基具
有高度同源性，但不需要三个亚基共同协调作用，可独立地行使功能。Ras 超家
族调控着细胞内诸多的生理功能，如细胞生长、分化、运动及膜泡运输等。 
Ras 超家族是一个大家族，鉴定的成员已经超过 150 个。根据其结构、序列
和功能的不同，可以分为 5 个主要家族：Ras、Rho、Rab、Ran 和 Arf（图 1-1）。





图 1-1 Ras 超家族的分类 
Figure 1-1 the category of Ras Superfamilies 
(注：摘自 Brighouse, Dacks [2]) 
 
1.1.2 Rab 蛋白家族背景 
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SEC1 等）。后来，Gallwitz 等[4]在肌球蛋白基因和微管蛋白基因之间发现了 YPT1
基因，并发现 SEC4 和 YPT1 基因突变会导致分泌缺陷，这两种基因都编码一种
小分子 GTP 结合蛋白即 Sec4、Ypt1。Touchot 等[5]从大鼠（Rattus norvegicus）大
脑 cDNA 文库中克隆出一个与 SEC4/Ypt1 基因功能类似的同源物，并命名为 Rab
（ras-like in rat brain）。近年来，在酵母、线虫、果蝇、拟南芥和人等生物体中
鉴定出的 Rab 蛋白分布遍及细胞内各类细胞器及运输囊泡，以调节囊泡特定的运







1.1.3 Rab 蛋白的结构 
目前发现的 70 多个 Rab 家族成员，家族成员中氨基酸序列的相似性可达
35%-80%，甚至大于 80%。相同序列大 75%的几种 Rab 蛋白可以标为同一序列
号，如 Rab5A、B 和 C，这些高度相关的 Rab 蛋白可能是同一种 Rab 的不同亚
型，因为它们处于相同细胞器上，而表现为几种功能。Rab 蛋白的分子构型相似：
均由约 200 个氨基酸组成，中间区段是高度保守的 G 结构域，具有高度相似的
氨基酸顺序，是 GTP 结合的部位。另外该家族特有保守序列（RabF1-RabF5）[9]，
以及 4 个区分 Rab 亚家族的序列（RabSF1- RabSF4）[10]。各种 Rab 区别在于中
间区段的两侧部分，即 N 端约 20 个和 C 端约 35 个氨基酸。C 端约 35 个氨基酸
的功能是决定 Rab 与哪一种膜泡相结合的节段，而 C 末端的 Cys 残基共价结合
有聚异戌二烯脂（polyisoprenoid lipid），这种结构可将 Rab 锚定在膜泡的脂双层
之中[11]。N 端约 20 个氨基酸的功能是决定 Rab 与哪一种受体膜相结合的节段。
因此各种 Rab 蛋白能够特异地结合在不同膜泡上，分别调控不同膜泡与受体膜融
合[12]。 
Rab 蛋白的 G 结构域包含 5 个 α螺旋（α1-5）和 6 个 β片层（β1-6）结构。
这 6 个片层结构形成疏水的核心，被亲水的 α螺旋（α1-5）包围，连接它们的则
是 5 个不规则卷曲，其中含有 PM/G 位点（磷酸/Mg2
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而在 G 结构域中构象会发生变化的区域称为 switch I 和 switch II，这 2 个分子开
关区域和 3 个 RabSF 序列（RabSF1、RabSF3 和 RabSF4）位于蛋白的表面，是
与 Rab 的互作分子如 GEF（guanine nucleotide exchange factors）、GAP（GTPase 
activating protein）以及 RILP（Rab7-interacting lysosomal protein）等相互作用的
关键位点[14, 15]。Rab 蛋白的结构示意图如图 1-2： 
 
 
图 1-2 典型 Rab-GTPase（Rab3）的结构图（彩色区域为功能区域） 
Figure 1-2 Overall structure of a representative Rab GTPase （Rab3） with 
functional regions colored as indicated. 
(注：摘自 Lee, Mishra [16]) 
 
1.1.4 Rab 蛋白的调控机制 
Rab 蛋白作为 GTP 酶， 基本的功能就是通过与 GTP 结合并催化 GTP 分解
成 GDP 释放能量完成构象变化从而与相关作用因子结合或解离，起到分子开关
的作用[7]。Rab GTP 酶在 GDP 和 GTP 形式之间转变涉及 switchI 和 switchII 构象
的变化，GDP 转换为 GTP 形式是通过 GEF (guanine nucleotide exchange factor)
实现的，Rab 蛋白被激活后，Rab-GTP 与下游效应因子相互作用，使效应因子功
能变化，效应因子主要包括分选衔接蛋白，粘附因子，激酶，磷酸酶，动力蛋白
等，它们通过与 GTP 形式的 Rab 蛋白的 switch 和 interswitch 区域相互作用而被
活化或招募[17]。Rab 蛋白由 GTP 形式向 GDP 形式转变是通过 GTP 的水解实现
的，GTP 的水解不仅是由于 GTP 酶本身的活性，而且被 GAPs（GTPase activating 
proteins）所催化，GAP 催化 GTP 水解，Rab 蛋白失活，不再与效应因子相互作
用[18]。 
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蛋白 C 端半胱氨酸的疏水性修饰 )并被转运至 RGTase(Rab geranylgeranyl 
transferase)，C 端的半胱氨酸被修饰，使 Rab 蛋白 C 端具有疏水性，从而定位到
膜上[19]。随后 GEF 用 GTP 替换 GDP 并释放 REP，使 Rab 变成处于激活状态的
GTP-Rab，与相关效应因子结合进行膜泡运输。而 GAP 能催化 Rab 水解 GTP，
使 GDP-Rab 从膜上脱离。随后 GDI(GDP dissociation inhibitor)与从膜上解离下来
的 GDP-Rab 结合，再将其转移到膜上特异的结合位点[20]。Rab-GDI 复合体锚定
到特殊的膜上是与 GDF（GDI displacement factor）相互作用实现的。 
Switch I 区中保守的苏氨酸（T）突变为谷氨酰胺（N）会导致 Rab 蛋白更易
结合 GDP，使 Rab 蛋白处于失活状态；switch II 区保守的天冬酰胺（Q）突变为





图1-3 Rab GTPase的GDP/GTP循环 
Figure 1-3 The GDP/GTP cycle of Rab GTPase 
(注：摘自 Stenmark，2009[21] ) 
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